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SUMMARY 
Based on the previous report conerig the structure activity relationship in whic 
inhibiting and stimulating agents for platelet agreation wer e able to bind both recptors 
of human platelet for agreation and its inhibition, the presnt exprimnt was perfomd 
to study on the efect of prostaglndis (PGE1, PGI 2 and PGD 2) on the agreation and its 
inhibition of human platelets . 
Asuming that PGE1 and PGD2 have confrmatis for inhibition of platelet agrea-
tion and those for agregation, changes of cyclic AMP (cAMP) conte and of ultra-
structure of platelets in the presnce of 2', 5’－dieoxyansie (DA, an inhibitor of adenyl 
cylase ), PGE1 and PGD2 wer investigated . When treated with physiolgical saline , PGE1,
PGD2 or DDA alone, agreation of the platelets was not observed. The platelets wer 
solitarily dispersed. Though most of the platelets showed smoth surface, some platelets 
showed slight, smal elvation and conical deprsion on the surface. A few platelets 
posesd one or two short projection at the margin, but no long projection was observed. 
The plat elets treated with PGE1 or PGD2 in combinat with DDA showed markedly 
elongated projections whic is one of the ultrastructural charcteristics of activated form 
of platelets, and wer finaly agregated. The most platelets gatherd in groups wer 
discoid in form and others showed irr eg ular forms. They had one or someti sevral long 
pseudo pods 目 It was noted that the pseudo protude from the marginl region of the 
platelets, and wer contac with pseudo of other platelets. The long pseudo 
supoed to be the elongation of the spiny and short projections described above. At first,
smal protrusions aperd on the entire surface of the platelets . They showed a clear
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tendcy to adher to each other, formed smal and large agrets, and resulted in more 
and more firm agretion. This featur may repsnt the first stage of transfomi for 
agretion of platelets. The round protusin became large in size and increas in number. 
The presnt study pointed out the importance of the conmitan presnc of recptos 
for the agretion and its inhibtion in the platelt plasma mebrane. 
〔γeceiv ed Novemb er 1, 1994 〕
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プロスタグランジン I2 (PGI 2）は血管内皮細胞よ
り産生されるアラキドン酸の不安定な代謝産物であり，
血小板凝集に対して強力な阻害作用をしめす (M on-
cad ら， 1976 ）が，一方，PGH 2, トロンボキサン A 2
(TXA J は反対の作用，すなわち血小板凝集を示す





され（Schafer ら， 197 ), PGI 2類似物質もヒト血小
板のレセプターに対して PGI 2 に似た作用を示すこと
が報告されている（Katsuyam ら， 194 ）.既に著者
ら（小島，191 ; Ojima , Tokuhiro, 192 ）はヒト血小
板凝集と凝集間害レセプターを構造活性相関の面から




て，今回 PGE1, PGD2 を用いて，血小板凝集阻害ば
かりでなく，血小板を凝集する作用があるかどうかを
検討し，形態学的変化と比較した．また， PGE1 とか
PGI 2はレセプターを介して cyclic AMP (cAMP ）を
増加させ，凝集阻害をおこすと考えられているため，
adenyl cylase の阻害剤である 2’，5＇ディデオキ シー






PGE1 , PGD 2 は小野薬品工業（大阪）より入手した．
DDA は Pharmci (Upsal, Swedn), ポリー L リー
ジンは Sigma (St . Louis, USA ）より入手した. PGE 1, 
PGD2 は 12mM になるよ うにエタノールで‘溶解し， 生
理食塩水 （生食水〉で希釈した. DDA は生食水で希釈




血液 9容に 3.8 % クエン酸ソ ダー 1容を加え混合した．
多血小板血祭浮遊液 （PRP ）は 1,50 rpm, 10 分間の
遠心分離により得た．乏血小板血祭（PP ）は3,0
rpm, 30 分間の遠心分離より得た．血小板数は 25×
104/μI になるよ うに PRP を PP で希釈調整した
(Ojima, Fujita, 1976 ). 
cAMP の測定
PG による血小板 cAMP の測定は， PR, 0.5 ml 
に生食水または DA, 0.5 ml を加え 37 ℃，5分間イ
ンキュベートした後， PGE1 または PGD 2 を 0.5 ml 
加え 20 分間，イ ンキュベー卜した. DDA の最終濃度
は0.5 mM, PGE1 と PGD2 の最終濃度は O.lμM,
l.OμM 及び lOμM で行なった. cAMP の測定はラ
ジオイム ノアッセイ DCC 法で行なった （孫ら， 1985 ).
EDTA 処理した PRP 中に存在する cAMP をサク シ
ニル化し，サク シニル化された cAMP を 12s r サクシ








ない観察した．すなわち，それぞれ PRP , 1 ml を氷
3 
量を 5.6 倍と 7.2 倍に増加させた. cAMP の産生は，
10 μ M  PGE ，に 0.5 m M  DDA を併用することによ っ
て， 74 % 阻害されたが， lO μMPGD ，に 0.5mMDDA
を併用すると， 81 %阻害された（ Tab le 1) . 形態学的
に生食水（対照）， 10 μ M  PGE" 10 μ M  PGD ，又は 0.5
mMDDA を単独で、 37 ℃， 20 分間インキュベートする
と対照と同様．血小板の大部分はほぼ球形で，表面は
比較的平滑であり，時には僅かな隆起や陥凹をもつも
のがみられた．極く少数の血小板には2 ～ 3 の短い突









PGD ，に 0.5mM DDA の併用でも血小板の凝集が観
察された〔F ig. 6). 37 ℃， 5分間のインキュベーショ
ンでも PGE ，と DOA 併用および PGD ，と DOA 併用
においても， 血小板偽足の発達と血小板凝集が前者と
ヒト血小板凝集及び凝集阻害に対するプロスタグランジンの作用機序
冷した 1% グノレタノレアノレデヒド固定液（0.1 M リン酸
緩衝液， pH 7.4 〕20ml に，滴下しつつ振渥した．同
一固定液中にある PRP を時々携搾し， 1時間後に
4℃で保存した．固定した PRP を室温で 1,50 rpm, 
10分間遠心し，血小板ベレッ トを 30 μI の同一固定液
でそれぞれ懸濁させた．懸濁液を 0.1 %ポリ L－リジ
ンであらかじめコートしたガラス小片（約 5mm 角）
上に 1 ～ 2滴載せた． 5分後ガラス小片上に付着した
血小絞をリン酸緩衝液で 1時間洗浄し， 1% 緩衝四酸







ヒト血小板において，PGE ，とPGD ，との 37 ℃， 20
分間のインキュベーションで，それぞれについて 0.1
μM, lμM 及び lOμM の濃度でみると，各濃度に比
例して cAMP 量は増加した. lOμM PGE ，および 10
μ M  PGD ，は生食水 （対照）に比し，それぞれ cAMP
結





PGE , O.lμM 
PGE, lμM 
PGE, 10 μ M  




PGE , lOμM , 
PGD2 lOμM, 










15 .0± 1.53 
25. 7±12 . 2 










Al results are presnted as mean ±S. E. Statistical an ly sis 
(saline versu PGs or DDA ) was made by Student ’s I-tet. 
* P < 0.05, 本事P<0 .01 , 料＊P < 0.01
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Fig. 1 One of the human platelets treated with saline for 20 minutes. The 
majority of them show relatively smoth surface. Some platelets 
have short proceses and conical deprsion on the surface . Bar: 1 
μロ1
Fig. 2 One of the human platelets treated with 10 μM PGE1 for 20 minutes. 
The majority of the platelets have smoth surface, and some show 
conical deprsion on the surface. Bar: 1 μ m  
ヒト血小板凝集及び凝集担害に対するプロスタグランジンの作用機序
Fig. 3 One of the human platelets treated with 10 μM PGD2 for 20 minutes. 
Though most of the platelets have smoth surface, some platelets 
show smal elvation and conical deprsion in their plasm mem-
brane. Bar: 1 μ m  
Fig. 4 One of the human platelets treated with O. 5 m M  DDA alone for 20 
minutes. Conical depresions are sen on the surface of the platelet. 
Bar: 1 μ m  
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Fig. 5 Human platelets treated with 10 μM PGE1 and 0.5 m M  DDA together 
for 20 minutes . Sevral pseudoia or filopodia are sen. Spherical 
platelets are contac with each other with the pseudops. Conical 
depresions are also sen on the surface of the platelets. Bar: 1 μ m  
Fig. 6 Human platelets treated with 10 μM PGD 2 and 0.5 m M  DDA together 
for 20 minutes. Many pseudo orignating from the platelet 
surface are sen. Spherical platelets are contac with each other with 




著者らはすでに PGE1, PGD2 等の血小板凝集およ
びその間害作用に関するコンブオメーションについて
構造活性相関の方法により求め，その鋳型のレセプタ
ーの特徴を報告してきた （小島， 19 : Ojima, Toku ・
hiro, 192 ）.その PG 分子のコンフォメーションは，
従来知られているような PG 分子の結晶構造における
PG 分子同志の分子間水素結合の形（Speak, 197 . 
DeTita ら， 1980 : Stezowski ら， 1983 ）をとってお





リンではα側鎖の C1 位カルボン酸と 5 員環の C1 位
OH 基と， TXA2 誘導体の U-4619 では Ci 位カルボ
ン酸と ω側鎖の C15 位 OH 基と， PGD2 では Ci 位カ
ルボン酸と 5 員環の cg 位 OH 基及び C15 位 OH 基
と，さらに PGE2 では C1 位カルボン酸と C1 位 OH
基及び C15 位 OH 基とが分子内水素結合をしている．
PGE2 及び PGD2 は PGI2 とTXA2 のコンブォメーシ
ョンを合わせもっていることが Fourie 変換赤外分光
分析により明らかにされた（Takasuka ら， 194 ）.そ
れらは著者らがすでに予想していたコンブオメーショ
ンと一致している（小島， 19 ; Ojima, Tokuhir, 
192 ). 
血小板凝阻害レセプターは PGI2, PGE1, PGD 2，ア
デノシン，イソプロテレノール等が結合することによ
って活性化され，続いて adenyl cylase を刺激する
GTP 結合蛋白（Gs 蛋白〉が活性化され，その結果，
Gs 蛋白は adenyl cylase を活性化し， cAMP の増加
によって血小板凝集を阻害すると考えられている
(Schafer ら， 197 : Ashby, 198 : Hourani, Cusack, 
19 ）. 一方，血小板凝集レセプターは TXA 2,
PGH2 ，アドレナリン， platelt activng factor 
(PAF), adenosi diphosate (ADP ）等が結合す
ることによって活性化され，活性化した凝集レセプタ
ーは adenyl cylase を阻害する GTP 結合蛋白（Gi 蛋
白）を活性化し， Gi 蛋白は adenyl cylase を間害し，
cAMP を低下させ，結果として血小板を凝集させるこ
とになる（Hourani, Cusack, 191). PGE1 とアドレ
ナリンー βー アゴニストとの比較で，分子上の原子荷電
と側鎖に共通点が多いために， PGE1 はアドレナリン
一βー アゴニストと同じように cAMP を増加させ，同じ




1980 ；小島ら， 1972 ）. そのために Beckt (1963 ）が
報告した構造活性相関から求めたアセチノレコリン平滑
筋収縮レセプターのモデルを参考にして，著者らは同
じ方法で血小板凝集剤である TXA2, PGH 2のコンフ
ォメーションから，血小板凝集レセプターについて模
式的に推察し，すでに報告した（小島， 19 : Ojima,
Tokuhir, 192 ）.著者ら（ Ojima, Fujita, 1976 ）の行
なった凝集問害実験で、は， PGE1 は lμM 以上の濃度
でヒト血小板の ADP ，トロンピン，コラーゲン等によ
る凝集を完全に阻害した. Ashby (198 ）は PGI2 の
血小板凝集阻害作用は強力であると述べ， cAMP の動
的変化でみると低濃度（0.3 μM）の PGI2 は cAMP
を増加させ，短時間 C 2分間〉では cAMP の低下はみ
られない． しかし高濃度（30 μM） の PGI 2 では，
cAMP の上昇は軽度になり，さらにこの cAMP の上
昇は上昇後短時間で低下する. PGE1 が cAMP を上
昇させるためには PGI2 に比して高濃度（0.3 μM 以
上〉が必要である．また PGE1 では高濃度でも低濃度
でも上昇後 cAMP は短時間で低下してくる．また高濃
度の PGI2 では， PGE1 にみられる cAMP 濃度の時間
的変化と近似してくる．この現象をふまえ Ashby
(198 ）はレセプタ一一G 蛋白 adenyl cylase の一連
の生化学的反応から PGE1 と PGI2 は血小板凝集阻害
のレセプター及び血小板凝集のレセプターにも結合し，
その際 PGE1 と PGI2 は凝集阻害のレセプターに同程
度に結合しているものの，血小板凝集レセプターには
PGE1 の方が PGI 2 よりも強く結合していると報告し
ている．最近， Ashby のグループ （Kunapli ら， 194)
は，赤血白血病細胞で adenyl cylase を回害するヒト
TXA2 レセプターと相向性を多くもっている EPs レ
セプター（PGE レセプターの 1種〉の存在を明らかに
し，そのレセプターには PGE1, PGE2 および PGI2 誘
導体の iloprost が結合していると報告している．赤血
白血病細胞の recpto radiolgn bindg asy に
よって， PGI2 には親和性の高いレセプターと親和性の
低いレセプターの 2 種類があり，前者が adenyl
cylase を刺激するレセプターであり，後者が adenyl
cylase を阻害するレセプターであると Muray ら
(198 ）は報告している．構造上からも溶液状態では，
PGI2 と TXA2 のコンフォメーションは異なっており，













に，反応時間は PGE1 が cAMP を上昇させ，ピーク
に達した後 cAMP が低下してくる状態での 20 分を中
心に設定し検索した. PGE1 添加後 20 分の時点で対照
群の cAMP 量は 12. 0 pmol/ml であるが， O.lμM
PGE1 添加群， 1 μ M  PGE1 添加群， lOμM PGE1 添
加群はそれぞれの濃度に比例して cAMP 量を増加さ
せ， 10 μ M  PGE1 群では 67. 0 pmol/ml にまで増加し
た （Table 1). しかし，これら lOμM PGE1 に adenyl
cylase 阻害剤である DDA (0.5mM ）を併用した場
合には 10 μ M  PGE1 添加群に比べて cAMP 量の増加
が有意に抑制された (Table 1). それと平行して，
PGE1 単独群では血小板凝集が観察されないが， DDA
添加で adenyl cylase を阻害した際に血小板凝集が
生じうるかどうかを，走査型電子顕微鏡によって比較
検討した．その結果， lOμM PGE1 群， 0.5mMDDA
群ではいずれも対照群と同様，血小板凝集はみられず，
個々の血小板はほぼ正常でその表面は平滑であり，ご
く少数の血小板の表面に 2 ～ 3 の短い突起が認められ
たにすぎなかった（Figs. 1, 2, 4）.それに反し， lOμM












1970 ）.これは原則的には ADP による凝集に類似して






の陥凹部について Behuke (1967), David-Fera 




った． このことは Hatori ら (196 ）によっても報告
されている．また， megal 王aryocti leukmia 細胞は




PGD 2は PGE1 の 1.9 倍の凝集を阻害する能力があ
り （小島， 19 ; Ojima, Tokuhir, 192 ), PGD 2単
独では形態学的にも血小板の凝集はみられない （Fig.
3). しかし，さらに 0.5mM DDA を併用すると血小
板の偽足突起の進展とともに，血小板凝集が認められ
た（Fig. 6）.これらの凝集所見は 20 分間のインキュベ
ーションでなくても， 5分間のインキュベーションに
おいても既に観察された. PGE1, PGD2 の血小板凝集
阻害に関して，それぞれのレセプターを介する見解は
すでに Hourani, Cusack (19) 及び Schafer ら
(197 ）により報告されているが，今回の実験のように
PGE1 または PGD2 に DDA を併用することで，
cAMP 産生を阻止し，血小板凝集をみたという報告は
ない．今回 PGE1, PGD 2に DDA を併用することで血
小板の凝集をみたのは， PGE1 または PGD2 が血小板
凝集間害のレセプターに結合しでも adeny I cylase
回害剤の DDA があるために cAMP は産生されず，
血小板凝集阻害の反応へと進行せずに血小板凝集レセ
プターに結合した反応のみが進行したためで、あると考





1) ，血小板凝集はおこらず凝集阻害（Ojima, Fujita, 
1976 ）になったと考えられる． ヒスタミン H1 や H 2,












ことになる．また，この結果は Ashby (198 ）の cAMP
についての解析や Muray ら (198 ）の recptor




PGE1 および PGD2 は 1分子中に血小板凝集回害の
レセプターに結合する構造と血小板凝集のレセプター
に結合する構造とがあり，また，構造活性相関性から，
adenyl cylase 間害剤 DDA を併用することによって
血小板凝集がおこるという推定にたち，その影響を観
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